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新型冠状病毒RBD区重组流感病毒的拯救及初步鉴定*
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王铁成2,冯娜2,杨松涛2,赵永坤2,夏咸柱1,2,高玉伟1,2**
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长春兽医研究所)

【摘要】 目的 利用流感反向遗传技术,以B型流感病毒B/Yamagata/16/88株作为骨架,表达新型冠状病毒(SARS-

CoV-2)S蛋白的受体结合域(RBD),构建以B型流感病毒为载体的新型冠状病毒疫苗候选株。 方法 基因合成新冠

病毒参考株S蛋白上的RBD基因片段(318-541aa),对B型流感病毒B/Yamagata/16/88/的 NS1片段进行设计改造并

插入RBD序列,构建重组质粒NS110-RBD。将NS110-RBD与其余7个骨架株重组质粒共转染293T细胞和 MDCK细

胞,拯救表达新型冠状病毒RBD区重组流感病毒,对拯救出的毒株进行形态学、分子生物学鉴定及病毒滴度和 Western
 

blot检测。 结果 成功拯救出重组流感病毒株并命名为rIBV-NS110-RBD。PCR鉴定RBD目的基因大小正确,测序

表明拯救病毒株的序列正确,在透射电镜下观察到拯救病毒株的病毒粒子具有流感病毒粒子的典型特征。经测定,拯救

株rIBV-NS110-RBD在 MDCK细胞上的病毒滴度为105.5
 

TCID50/ml,在鸡胚上的病毒滴度为106.5EID50/ml,血凝效价

最高达25;Western
 

Blot检测到RBD的表达,其分子质量为35
 

ku。 结论 成功拯救出高表达新型冠状病毒RBD蛋

白的高血凝效价的重组流感病毒株,该病毒具有流感病毒粒子的典型特征,为以B型流感病毒为载体作为新型冠状病毒

疫苗的研发提供了新思路。
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【Abstract】 Objective Using
 

influenza
 

reverse
 

genetics,the
 

receptor
 

binding
 

domain
 

(RBD)
 

of
 

S
 

protein
 

of
 

severe
 

a-

cute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2
 

(SARS-CoV-2)
 

was
 

expressed
 

by
 

B/Yamagata/16/88
 

strain
 

as
 

the
 

vaccine
 

back-
bone.

 

Influenza
 

B
 

virus
 

used
 

as
 

a
 

vaccine
 

vector
 

when
 

constructed
 

a
 

novel
 

SARS-CoV-2
 

vaccine
 

candidate. Methods 
Firstly,the

 

RBD
 

gene
 

fragment
 

(318-541aa)
 

on
 

the
 

S
 

protein
 

of
 

the
 

reference
 

strain
 

of
 

SARS-CoV-2
 

was
 

synthesized.
 

NS1
 

fragment
 

of
 

B/Yamagata/16/88/was
 

designed
 

and
 

inserted
 

into
 

the
 

RBD
 

sequence
 

to
 

construct
 

the
 

recombinant
 

plas-
mid

 

NS110-RBD.
 

The
 

recombinant
 

plasmid
 

NS110-RBD
 

and
 

other
 

7
 

gene
 

plasmids
 

were
 

co-transfected
 

into
 

293T
 

cells
 

and
 

MDCK
 

cells
 

to
 

rescue
 

the
 

recombinant
 

influenza
 

virus
 

expressing
 

the
 

RBD
 

region
 

of
 

SARS-CoV-2.
 

The
 

rescued
 

virus
 

was
 

identified
 

in
 

the
 

morphology,molecular
 

biology,virus
 

titer
 

and
 

Western
 

Blot. Results We
 

have
 

successfully
 

rescued
 

the
 

recombinant
 

influenza
 

virus
 

strain
 

and
 

named
 

rIBV-NS110-RBD.
 

The
 

result
 

of
 

PCR
 

identification
 

showed
 

that
 

the
 

RBD
 

gene
 

was
 

correct,and
 

the
 

sequence
 

of
 

the
 

rescued
 

virus
 

was
 

correct.
 

The
 

virus
 

particles
 

of
 

the
 

rescued
 

virus
 

had
 

typi-
cal

 

characteristics
 

of
 

influenza
 

virus
 

particles.
 

The
 

virus
 

titer
 

of
 

rIBV-NS110-RBD
 

was
 

105.5
 

TCID50/ml
 

in
 

MDCK
 

cells
 

and
 

106.5
 

EID50/ml
 

in
 

chicken
 

embryo
 

eggs.
 

The
 

hemagglutination
 

titer
 

of
 

this
 

rescued
 

virus
 

could
 

reach
 

25.
 

The
 

expres-
sion

 

of
 

RBD
 

protein
 

was
 

detected
 

by
 

Western
 

Blot. Conclusion The
 

recombinant
 

influenza
 

B
 

virus
 

vector
 

that
 

expressed
 

the
 

SARS-CoV-2
 

Spike
 

RBD
 

protein
 

was
 

rescued
 

successfully
 

and
 

provides
 

a
 

novel
 

strategy
 

for
 

the
 

development
 

of
 

a
 

novel
 

SARS-CoV-2
 

vaccine.
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  新型冠状病毒(SARS-COV-2)是引起新型冠状病

毒肺炎的主要病原体,与另外两种感染人的冠状病毒

SARS-CoV、MERS-CoV同属冠状病毒科,β冠状病毒

属。新型冠状病毒是一种包膜的、正向、单链RNA病

毒,基因组为29903nts,由核衣壳蛋白(N)、膜蛋白

(M)、包膜蛋白(E)、以及刺突蛋白(S)组成的外膜包

覆着[1]。与SARS-CoV一样,新型冠状病毒的S蛋白

通过受体结合结构域(RBD)与它们共同的受体血管紧

张素转换酶2(ACE2)结合,介导病毒进入宿主细胞。
在感染过程中,S蛋白被宿主蛋白酶(如 TMPRSS2)
切割成N端的S1亚基和C端的S2亚基,并从融合前

状态转变为融合后状态。S蛋白是一种I型融合蛋

白,在病毒粒子表面形成三聚体,S蛋白包含两个功能

性亚基S1和S2,两亚基由胞外结构域(ECD)和单个

跨膜螺旋组成,分别介导受体结合和膜融合。其中S1
负责与宿主细胞受体结合,S2亚基负责病毒膜和细胞

膜融合。S1由N端结构域(NTD)和受体结合结构域

(RBD)组成,对决定组织嗜性和宿主范围至关重要。

S蛋白不但决定病毒的传染性及其在宿主中的传播

性,也是诱导保护性免疫反应的主要抗原[2-3]。因此目

前所有正在开发的疫苗主要都以RBD作为靶点[3-5]。

A型流感病毒(influenza
 

A
 

virus,IAV)宿主广

泛,而B型流感病毒(IBV)主要在人群中流行,也有海

豹感染的报道。与A型流感病毒一样,B型流感病毒

也不断地经历抗原漂移,但进化速度低于A型流感病

毒,并且不同B型流感病毒株之间有规律的重新组

合[6]。到目前为止,B型流感病毒主要分为 Victoria
和Yamagata两个谱系[7]。两谱系流感病毒与早期的

B/Lee/1940流感病毒不同,自20世纪80年代以来一

直在人类群体中共同传播流行,是每3年一次的主要

流行毒株。此外,在过去十年中,B型流感病毒引起了

学校和社会的几次急性呼吸道疾病暴发,以及继发性

细菌性肺炎感染。B型流感病毒的传播和缺乏抗病毒

效果加剧了人们对其健康的担忧。
流感病 毒 非 结 构 蛋 白1(NS1)是 一 型 干 扰 素

(IFN)的拮抗剂,研究表明通过对B型流感病毒NS1
基因进行截短和缺失修饰,与野生型(WT)病毒相比

减毒株的复制减弱,诱生干扰素作用增强[8-9]。因此,
与传统的减毒活疫苗或灭活病毒疫苗相比,NS1减毒

株免疫将产生更强的免疫应答。本研究对B型流感

病毒的 NS片段的 NS1进行修饰,使 NS1截短保留

100个氨基酸,然后插入新型冠状病毒 的 RBD 片

段[10],再利用反向遗传学技术拯救出以B型流感病毒

减毒株为骨架、表达新型冠状病毒RBD区的重组流感

病毒,为流感病毒包装机制的研究和新型冠状病毒和

新型流感病毒双价疫苗的研发奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 载体和质粒 B型流感病毒B/Yamagata/16/88/

8质粒反向遗传骨架及PBD-NS110重组质粒由中国农

业科学院长春兽医研究所病毒学实验室构建并保存。

1.2 细胞和鸡胚 MDCK和293T细胞由中国农业

科学院长春兽医研究所病毒学实验室保存;7~9日龄

SPF鸡胚购自北京维通利华实验动物技术有限公司。

1.3 主要试剂 Phusion
 

HF
 

DNA
 

Polymerase购自

美国 NEW
 

ENGLAND
 

Biolabs公司;Reverse
 

Tran-
scriptase

 

XL(AMV),Nucleo
 

Spin
 

Gel
 

and
 

PCR
 

Clean-up,5×In-Fusion
 

HD
 

Enzyme
 

Premix和E.co-
li

 

JM109
 

Competent
 

Cells购自中国宝生物工程大连

有限公司;QI
 

Aamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit及QIAprep
 

Spin
 

Miniprep
 

Kit购自德 国 QIAGEN 公 司;Lipo-
fectamine

 

3000
 

Transfection
 

Kit购自美国 Thermo
 

Fisher
 

SCIENTIFIC公司;0.25%
 

Trypsin-EDTA,0.
05%

 

Trypsin-EDTA,Fetal
 

Bovine
 

Serum(FBS),

DMEM培养基,Opti-MEM 和Antibiotic-Antimycot-
ic购自美国 Thermo

 

Fisher
 

SCIENTIFIC公司;1×
PBS缓冲液及氨苄青霉素购自中国北京索莱宝科技

有限公司;TPCK胰蛋白酶购自德国默克生物科技有

限公司;BCA蛋白浓度测定试剂盒购自中国上海碧云

天生物技术有限公司;PVDF膜购自美国Bio-Rad公

司。

1.4 主要仪器、设备 基因扩增仪购自中国杭州朗基

科学仪器有限公司;电泳仪购自美国Bio-Rad公司;琼
脂糖凝胶电泳槽购自中国北京君意东方电泳设备有限

公司;凝胶成像仪购自中国上海天能科技有限公司;生
物安全柜购自中国北京东联哈尔仪器制造有限公司;

 

-80
 

℃超低温冰箱购自SANYO公司。

2 方法

2.1 基因及引物设计与合成 查找GenBank上公布

的新型冠状病毒Spike
 

RBD原始参考基因组序列,分
别通过Primer

 

Premier
 

5软件设计上、下游引物,通过

TAKARA官网设计无缝克隆引物。参考序列和设计

引物交由上海生工生物工程有限公司进行基因合成,
引物序列见表1。

表
 

1 In-Fusion
 

克隆引物设计合成序列(5'-3')
Table

 

1 Primer
 

designed
 

for
 

In-Fusion
 

cloning
引物名称
Primer

 

name
引物序列(5'-3')
Primer

 

sequence

In
 

Fusion-RBD-F TTTAGAGTCCAACCAACAGAAT
In

 

Fusion-RBD-R GAAATTGACACATTTGTTTTTAAC
In

 

Fusion-Vector
 

-F AGCAGAAGCAGAGGATTTGTTT

In
 

Fusion-Vector-R AGTAGTAACAAGAGGATTTTTATTTT
AAATTCACAA
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2.2 重组质粒的构建

2.2.1 目的基因片段的扩增 将合成的RBD目的基

因片段用去离子水稀释至10
 

mmol/L,以此为模板,
用引物In

 

Fusion-RBD-F/In
 

Fusion-RBD-R
 

PCR扩

增目的基因片段,经1%琼脂糖凝胶电泳鉴定正确后

进行胶回收纯化。

2.2.2 线性化载体的扩增 取实验室保存的B型流

感病毒B/Yamagata/16/88/8质粒反向遗传操作系统

中的 PBD-NS110重组质粒,用去离子水稀释至10
 

mmol/L,以此为模板,用引物In
 

Fusion-Vector
 

-F/In
 

Fusion-Vector-R
 

PCR扩增载体片段,经1%琼脂糖凝

胶电泳鉴定正确后进行胶回收纯化。
扩增纯化的目的基因片段和线性化的载体各取

100
 

ng,与5×In-Fusion
 

HD
 

Enzyme
 

Premix和去离

子水混合成10
 

μl体系,在50
 

℃水浴锅中共同孵育15
 

min。取2.5
 

μl重组产物转化JM109感受态细胞,通
过菌落PCR筛选,对含有目的基因片段的单克隆菌落

进行扩增、纯化,委托上海生工生物工程有限公司进行

测序鉴定。

2.3 重组流感病毒的拯救 293T细胞用含10%胎

牛血清、1%
 

Anti-Anti的DMEM培养基培养,于转染

前用含0.05%
 

EDTA的胰酶消化,测定细胞密度后

平铺至6孔细胞培养板中,每孔1×106 个细胞。待形

成单层细胞后,按照Lipofectamine
 

3000脂质体转染

试剂说明书进行转染。

2.3.1 表达新型冠状病毒RBD蛋白重组流感病毒株

的拯救 取B型流感病毒B/Yamagata/16/88/8质粒

反向遗传操作系统中的7个阳性质粒PBD-PB2、PBD-
PB1、PBD-PA、PBD-HA、PBD-NA、PBD-NP、PBD-M
和构建的重组质粒NS110-RBD各600

 

ng,在含有250
 

μl
 

Opti-MEM 的1.5
 

ml离心管中同 Lipofectamine
 

3000脂质体转染试剂一起混匀,室温下静置20
 

min。
将质粒与转染试剂混合液滴加入含200

 

ml
 

250
 

μl
 

Op-
ti-MEM的6孔板中,33

 

℃、5%
 

CO2 条件下培养12
 

h,然后换含有1%
 

Anti-Anti和0.2
 

μg/ml
 

TPCK胰

酶的Opti-MEM 培养液继续培养72
 

h。收集细胞上

清液备用。

2.3.2 转染细胞上清液接种鸡胚 将收集的转染细

胞上清液采用鸡胚尿囊腔接种法接种于7日龄的SPF
鸡胚,33

 

℃恒温培养箱中孵育72
 

h,采用血凝(HA)试
验测定血凝效价。拯救的重组流感病毒株命名为

rIBV-NS110-RBD。

2.3.3 rIBV-NS110-RBD毒种的制备 方法同2.3.
2。将rIBV-NS110-RBD采用鸡胚尿囊腔接种法接种

于7日龄SPF鸡胚,33
 

℃恒温培养箱中孵育72
 

h,采
用HA试验测定血凝效价。4

 

℃条件下收取血凝效价

高且清亮不含血的鸡胚尿囊液于50
 

ml离心管中作为

毒种,4
 

℃、5500
 

r
 

/min离心10
 

min,取上清液分装,-
80

 

℃超低温冰箱保存。

2.4 rIBV-NS110-RBD的鉴定

2.4.1 rIBV-NS110-RBD的PCR扩增和测序鉴定 
取rIBV-NS110-RBD按照QI

 

Aamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit总RNA提取试剂盒说明书方法提取RNA,利用

Reverse
 

Transcriptase
 

XL(AMV)反转录成cDNA后

分别用合成的B型流感病毒8个基因片段特异性引

物进行PCR扩增。取PCR产物进行1%琼脂糖凝胶

电泳鉴定和测序鉴定。

2.4.2 rIBV-NS110-RBD半数组织感染量(TCID50)
测定 MDCK细胞用含10%胎牛血清、1%

 

Anti-Anti
的DMEM培养基培养,用含0.25%

 

EDTA的胰酶消

化后测定细胞密度后平铺至96孔细胞培养板中,置

37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱中培养9
 

h至单层细胞密

度约80%备用。取rIBV-NS110-RBD作10倍倍比稀

释8个稀释度。取稀释的病毒液加入到96孔板中,每
孔100

 

μl,每个稀释度做3个重复,并设立空白细胞对

照组。96孔板置于33
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱中孵

育1.5
 

h,弃去病毒液;每孔加入200
 

μl含终浓度2
 

μg/μl
 

TPCK胰酶和1%
 

Anti-Anti的Opti-MEM,继
续培养72

 

h,取细胞上清液测定血凝效价,按 Reed-
Muench法计算病毒的TCID50。

2.4.3 rIBV-NS110-RBD鸡胚半数感染量(EID50)的
测定 取rIBV-NS110-RBD

 

作10倍倍比稀释8个稀

释度。取稀释的病毒液,每个稀释度取100
 

μl接种3
枚7日龄SPF鸡胚。将接种后的SPF鸡胚放置于33

 

℃恒温培养箱中孵育72
 

h,收集鸡胚尿囊液测定血凝

效价,按Reed-Muench法计算病毒的EID50。

2.4.4 rIBV-NS110-RBD电镜观察 收集的鸡胚尿

囊液毒种经β-丙内酯灭活后用磷钨酸负染,透射电子

显微镜下观察病毒的基本形态。

2.4.5 Western
 

blot检测rIBV-NS110-RBD
 

RBD的

表达 将rIBV-NS110-RBD 和 未 改 造 野 生 型 毒 株

(WT)分别接种7日龄SPF鸡胚,每胚100
 

μl,置33
 

℃孵育72
 

h后分别收取尿囊液,以尿囊液与细胞裂解

液1∶9的比例裂解尿囊液,采用 Western
 

blot验证

RBD的表达。

结 果

1 重组质粒NS110-RBD的构建

载体和目的基因片段PCR扩增后经1%琼脂糖

凝胶电泳分析(图1)和测序鉴定均正确,符合设计思

路。
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图
 

1 目的基因片段RBD(左图)和载体片段PBD-NS110(右图)
PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳分析

Fig.1 Target
 

gene
 

fragment
 

RBD
 

(left)
 

and
 

Carrier
 

segment
 

PBD-NS110
 

(right)

2 rIBV-NS110-RBD的血凝效价

取rIBV-NS110-RBD接种7日龄SPF鸡胚,培养

72
 

h后进行血凝试验,测得其血凝效价为25(图2)。

图
 

2 拯救病毒株rIBV-NS110-RBD的血凝试验

Fig.2 Hemagglutination
 

test
 

of
 

rescue
 

virus
 

strain
 

rIBV-NS110-RBD

3 rIBV-NS110-RBD的PCR和测序鉴定

取rIBV-NS110-RBD按照 QI
 

Aamp
 

Viral
 

RNA
 

Mini
 

Kit说 明 书 提 取 RNA,利 用 Reverse
 

Tran-
scriptase

 

XL(AMV)反转录成cDNA,分别用合成的B
型流感病毒8个基因片段特异性引物进行PCR扩增。
取PCR产物进行1%琼脂糖凝胶电泳鉴定和测序鉴

定。1%琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 显 示 拯 救 病 毒 株rIBV-
NS110-RBD的7个基因片段大小与B型流感病毒B/

Yamagata/16/88/相符,NS片段与实验设计相符(图

3)。

图
 

3 拯救病毒株rIBV-NS110-RBD的8个基因片段

PCR扩增

Fig.3 PCR
 

results
 

of
 

8
 

gene
 

fragments
 

of
 

rIBV-NS110-RBD
 

strain

PCR产物测序后用 DNA
 

STAR 作比对分析,

rIBV-NS110-RBD的7个基因片段序列与B型流感病

毒B/Yamagata/16/88/相符,NS片段与实验设计相

符(图4)。

图
 

4 rIBV-NS110-RBD的NS基因序列

Fig.4 Sequencing
 

results
 

of
 

NS
 

gene
 

of
 

rIBV-NS110-RBD

4 rIBV-NS110-RBD的TCID50

将rIBV-NS110-RBD以不同稀释度接种 MDCK
细胞,孵育72

 

h后取细胞上清液进行血凝试验,每个

稀释度做3个重复。结果10-4 稀释度以下均出现血

凝,10-5 稀释度出现2个血凝,10-6 稀释度出现1个

血 凝。以 上 结 果 按 Reed-Muench 法 计 算 rIBV-
NS110-RBD的EID50 为105.5/ml。

5 rIBV-NS110-RBD的EID50

将rIBV-NS110-RBD以不同稀释度接种7日龄

SPF鸡胚,孵育72
 

h后取鸡胚尿囊液进行血凝试验,
每个稀释度做3个重复。结果10-5 稀释度以下均出

现血凝,10-6 稀释度出现2个血凝,10-7 稀释度出现

1个血凝。按Reed-Muench法计算拯救病毒株rIBV-
NS110-RBD的EID50 为106.5/ml。

6 rIBV-NS110-RBD形态

电镜观察病毒粒子呈球状,直径约120
 

nm,表面

有纤突(图5)。病毒粒子大小和形态分布符合流感病

毒的典型特征。

图
 

5 电镜下的rIBV-NS110-RBD形态(100k×)
Fig.5 Electron

 

micrograph
 

of
 

rescue
 

virus
 

stain
 

rIBV-NS110-RBD

7 RBD
 

Western
 

blot检测

裂解后的rIBV-NS110-RBD经 Western
 

blot检

测到分子质量为35
 

ku的目的蛋白RBD与相应抗体

反应条带(SARS-CoV-2
 

Spike
 

RBD),接种野生型毒

株(WT)以及不接种任何病毒株的阴性对照鸡胚尿囊

液(NC)无此反应条带(图6)。

讨 论

新型冠状病毒在全球引发了严重的新型冠状病毒

肺炎疫情,并于2020年3月被宣布为大流行。世界卫

生组织(WHO)公布的数据显示,截止到2022年3月,
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全球超过200多个国家已经报道了250
 

715
 

502例确

诊病例,其中包括5
 

062
 

106例死亡病例。

图
 

6 Western
 

blot检测rIBV-NS110-RBD的RBD表达情况

Fig.6 Western
 

blot
 

of
 

rescue
 

virus
 

stain
 

rIBV-NS110-RBD

当新型冠状病毒的基因序列在2020年1月初被

公布以后就开始了针对其疫苗的研发,并以前所未有

的速度发展。目前已有200多种疫苗处于不同的研发

阶段,疫苗种类主要分为灭活疫苗、减毒活疫苗、重组

蛋白疫苗、mRNA疫苗和病毒载体疫苗。鉴于疫情的

严重性,WHO相继将辉瑞-Biontech、阿斯利康、强生

疫苗、Modenra疫苗和国药灭活疫苗列入紧急使用清

单。在中和抗体方面,灭活疫苗处于低端,ChAdOx1
和mRNA候选疫苗处于中等范围,重组蛋白疫苗候

选疫苗处于高端,产生的中和抗体滴度较高。在耐受

性方面,灭活疫苗和重组蛋白疫苗表现相对较好,其次

是mRNA疫苗和腺病毒载体疫苗,在第二次免疫接

种后显示出更强的免疫原性。在实用性方面,mRNA
疫苗存在成本造价高、运输及储存困难等问题[11-15]。

迄今为止,针对新型冠状病毒尚有效的治疗方法,
新型冠状病毒疫苗仍然是防控病毒的主要手段。现阶

段新型冠状病毒疫苗临床数据表明具有安全性和有效

性,但仍然不能满足应对新型冠状肺炎 疫 情 的 要

求[12]。因此,迫切需要研制一种更加安全有效的新型

冠状病毒疫苗。
随着反向遗传学技术的出现[16],已经构建了基于

流感病毒载体的重组疫苗[17-20],可诱导对多种不同病

原体的保护性免疫,包括西尼罗河病毒、恶性疟原虫和

呼吸道合胞病毒等[21]。本研究拯救出的表达新型冠

状病毒RBD区的重组流感病毒株,在原有的流感病毒

减毒株基础上,能稳定编码表达外源蛋白RBD。其作

为疫苗候选株与现有的复制缺陷型腺病毒载体疫苗相

比,可在鸡胚或者 MDCK细胞上传代生产,具有造价

便宜,易于生产等优点。与腺病毒相比,B型流感病毒

在人群中流行不广泛,更不易引起抗载体免疫反应。
在接种方式上,可采用喷鼻法。人类下呼吸道被认为

主要受到IgG的保护,IgG是血清中的主要抗体类型,
该抗体被输送到肺部。上呼吸道被认为主要受分泌型

IgA(sIgA)的保护。呼吸道病毒自然感染既能诱导以

IgG为主的全身性免疫应答,又能诱导以sIgA为主的

上呼吸道粘膜免疫应答。肌肉或皮内接种在许多情况

下会诱导高水平的血清IgG,但不会诱导粘膜sIgA的

产生。虽然也可以在上呼吸道粘膜表面发现一些

IgG,但缺乏sIgA往往使人容易受到上呼吸道感染。
鼻腔接种可以有效地诱导粘膜抗体反应,从而潜在地

在上呼吸道提供免疫[22]。与传统的肌注接种方式比

较更方便、安全,不但可以引起机体的体液免疫和细胞

免疫,还可以引起机体的黏膜免疫,使该疫苗候选株与

灭活疫苗在相同使用剂量下免疫效果更佳。
本研究拯救出的新冠疫苗候选株以B型流感病

毒减毒株为骨架,与Koonpaew等[23]研发的疫苗株相

比,还具有不与自然界中流行的A型流感病毒重配的

优点,可应用现有成熟的流感疫苗技术快速生产。此

外,该疫苗候选株还具备成为新型冠状病毒和B型流

感病毒双价疫苗的可能性,为B型流感病毒包装机制

的研究和新型冠状病毒和新型流感病毒双价疫苗的研

发奠定了基础。
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